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Resumo

Estudos recentes tém sugerido um novo panorama para a reproducdo dos cupins, embora
existam muitas lacunas, principalmente em relacdo aos cupins neotropicais da familia
Termitidae. O aparecimento de reprodutores neoténicos em algumas espécies de Isoptera ja esta
bem documentado, mas a contribuigdo para a dindmica da coldnia dos reprodutores neoténicos
ergatoides, derivados de operarios, permanece desconhecida. Nasutitermes aquilinus, espécie
abordada na presente pesquisa, é um cupim Neotropical que comumente apresenta reprodutores
neoténicos ergatoides. Contudo, os estudos disponiveis na literatura se limitam a descri¢fes
morfoldgicas destes reprodutores. Assim, a presente pesquisa teve por objetivo avaliar a
estrutura reprodutiva e genética de N. aquilinus envolvendo reprodutores ergatoides, utilizando
marcadores de microssatélites e mitocondriais. Além disso, analises morfoldgicas e histologicas
foram utilizadas para avaliar as caracteristicas imaginais, 0 grau de maturacdo do sistema
reprodutor, tipo de corpo gorduroso e presenca de espermatozoides nas espermatecas das
fémeas ergatoides amostradas nos ninhos. Cinco marcadores microssatélites foram utilizados
para genotipar 258 individuos provenientes de 11 ninhos, incluindo 43 fémeas ergatoides. O
gene mitocondrial COIl foi sequenciado em todas as fémeas ergatoides para determinar a
linhagem materna nas colonias onde estas fémeas neoténicas estavam presentes. As fémeas
ergatoides apresentaram diferentes graus de fisogastria e algumas caracteristicas imaginais. As
analises histologicas do abdome destas fémeas mostraram ovécitos em diferentes estagios de
desenvolvimento, incluindo estagios vitelogénicos terminais, além de corpo gorduroso real e
espermatozoides no lumen da espermateca. De acordo com as analises moleculares, oito
col6nias de N. aquilinus foram classificadas como familias simples, com quantidade de alelos
e genoétipos compativeis com a monogamia. Os ninhos N2, N6 (ambos com presenca de
ergatoides) e N3 (com auséncia de ergatoides) apresentaram gendtipos inconsistentes para
endogamia, possibilitando a ocorréncia de familias estendidas. Pelo fato de somente quatro
alelos serem identificados por ninho, a ocorréncia de familias mistas, a qual inclui reprodutores
nédo aparentados, foi suprimida para N. aquilinus. No entanto, a baixa diversidade de alelos pode
ter mascarado a ocorréncia destas familias. Os indices de diversidade genetica (Fis, Fit, Fst)
apontaram baixa endogamia e diversidade genética moderada, mesmo com a possivel formacéo
de familias estendidas (N2, N3, N6), as quais tendem a perder diversidade genética em
decorréncia da reproducdo entre aparentados. Sendo assim, fémeas neoténicas ergatoides
possivelmente estdo atuando em ciclos simples de endogamia nestas colénias, de modo que a

diversidade genética e taxa de endogamia nao se iguala aquelas observadas normalmente em



familias estendidas. Na colénia N11, mesmo com as fémeas ergatoides apresentando
espermatozoides na espermateca e ovocitos vitelogénicos terminais, 0s genotipos indicaram
reproducdo envolvendo somente um casal de reprodutores, sugerindo que estas fémeas estéo
em estagios iniciais de oviposicdo ou que a amostragem de castas ndo contemplou os
descendentes destas fémeas.

Palavras-chave: genotipagem, marcadores de microssatélites, mtDNA, maturagdo

reprodutiva, Nasutitermitinae, neoténicos ergatoides, reproducdo, ovocitos.



Abstract

Recent investigations have shown a new perspective concerning the termite reproduction,
although many questions remain answered, principally in the Neotropical representatives of the
family Termitidae. The development of neotenic reproductives in some species within Isoptera
is well stablished, but the development and reproductive contribution of the ergatoid neteonics,
which differentiate from workers, are still unknown. Nasutitermes aquilinus, a Neotropical
species investigated in the present study, usually develops ergatoid reproductives after the death
of the royal couple. However, previous investigations available for N. aquilinus are limited to
morphological descriptions of these reproductives. Thus, the objective of the present study was
to investigate the reproductive and genetic structure involving ergatoid reproductives in N.
aquilinus, using microsatellite and mitochondrial markers. Additionally, morphological and
histological analyses were performed to evaluate the presence of imaginal characteristics,
maturation of the reproductive organs, type of fat body, and presence of spermatozoa inside the
spermatheca of the ergatoid females. In total, 258 individuals from 11 nests, including 43
ergatoid females, were genotyped using five microsatellite loci. The mitochondrial gene COI
was sequenced in all the ergatoid neotenics, aiming to identify the matrilines present in the
colonies. The ergatoid females presented different physogastry rate and some imaginal traits.
Histological sections of the abdomen of ergatoid females showed oocytes in different stages,
including terminal vitellogenic oocytes, along with spherical and aflagellate spermatozoa inside
the spermatheca. According to the molecular analyses, nine colonies of N. aquilinus were
classified into simple families, with alleles and genotypes consistent with monogamy. The nests
N2, N6 (both with sampled ergatoids) and N3 (with ergatoids absent) presented genotypes
inconsistent with a single pair of reproductives, thus these colonies were classified as possible
extended families. Mixed families, which present unrelated reproductives, were not identified
for N. aquilinus, due the presence of no more than four alleles per nest. However, the low allele
diversity may have obfuscated the occurrence of mixed families. The F-statistics (Fis, Fit, FsT)
pointed a low inbreeding rate and high genetic diversity, even in colonies classified as possible
extended families (N2, N3 and N6), which generally suffer the loss of genetic diversity due a
reproductive system involving related individuals. Therefore, it is possible that those colonies
present simple cycles of inbreeding, and the genetic diversity and endogamy rate do not follow
the values usually observed in extended families. In the colonies N11, the genotypes indicated
a breeding system involving only a pair of reproductives, although ergatoide females from these

nests presented spermatozoa in the spermatheca and terminal vitellogenic oocytes. In this case,



it is suggested that the ergatoid females from this nest have just started their first oviposition

cycle, or their offspring was not genotyped in our genetic analyses.

Keywords: genotyping, microsatellite markers, mtDNA, reproductive maturation,

Nasutitermitinae, ergatoid neotenics, reproduction, oocytes.
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1. Introducéo geral

Os cupins séo insetos eussociais da ordem Blattaria, infraordem Isoptera (INWARD et
al., 2007; KRISHNA et al., 2013). A eussocialidade é atribuida a estes insetos, pois em suas
col6bnias ocorre divisdo reprodutiva de tarefas, cuidado cooperativo com a prole e sobreposicédo
de geragBes (WILSON; HOLLDOBLER, 2005). No passado, os cupins eram classificados
como uma ordem a parte e, atualmente, estéo incluidos na mesma ordem das baratas, resultado
de abordagens filogenéticas, moleculares e morfolégicas, as quais apontaram estes insetos
como sendo grupo irméo do género de baratas Cryptocercus (NALEPA; LENZ, 2000; LO et
al., 2000; INWARD et al., 2007). Segundo Inward et al (2007), os cupins evoluiram de baratas
onivoras ancestrais, as quais eram diploides e apresentavam ootecas para proteger 0S 0v0s
contra dessecagéo. E sugerido que a evolucio da eussocialidade nos cupins influenciou na perda
da ooteca, uma vez que a construcdo de ninhos propiciava um ambiente com clima controlado.
Além disso, a formacdo de sociedades permanentes pode ter conduzida a evolugdo das castas
estéreis (operarios e soldados) em resposta a necessidade de busca por alimento, cuidado
aloparental da prole e defesa da colonia (HIGASHI et al., 2000).

Os Isoptera abrangem nove familias (Mastotermitidae, Hodotermitidae,
Archotermopsidae, Stolotermitidae, Kalotermitidae, Stylotermitidae, Rhinotermitidae,
Serritermitidae e Termitidae), sendo as quatro ultimas incluidas no clado Neoisoptera (ENGEL
et al., 2009). A familia Termitidae possui radiacdo mais recente, compreendendo
aproximadamente 85% dos géneros e 70% das espécies de cupins (OHKUMA et al., 2004;
ENGEL et al., 2009). Admite-se que Termitidae surgiu na Africa durante o Eoceno, ha 54
milhdes de anos, atingindo outras regides do planeta por meio de pelo menos 24 eventos de
dispersdo (BOURGUIGNON et al., 2014; 2017). Os Termitidae estdo distribuidos em oito
subfamilias, das quais quatro estdo presentes na regido Neotropical, incluindo no Brasil:
Termitinae, Apicotermitinae, Nasutitermitinae e Syntermitinae. Na subfamilia Nasutitermitinae
estdo incluidos os cupins do género Nasutitermes, com um total de 76 espécies neotropicais
(CONSTANTINO, 2018).

1.1. Composic¢ao do ninho
Uma col6nia de cupins possui diferentes castas, as quais atuam de forma coordenada
nas mais variadas tarefas. As larvas e ninfas séo os individuos imaturos da col6nia, os quais se

diferenciam em individuos da linhagem &ptera ou reprodutiva. As ninfas apresentam brotos
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alares e se originam de larvas apteras, sendo que sofrem sucessivas mudas até atingirem o
estado de imago na linhagem reprodutiva. Em cada muda, ocorre uma diferenciacéo gradual de
caracteristica imaginais, como surgimento de asas, olhos e 6rgdos reprodutores. Além dos
individuos imaturos, na colbnia de cupins existem individuos estéreis e férteis, estes ultimos
responsaveis pela reproducdo. Os operarios constituem uma casta estéril e aptera, responsavel
pela construcdo e manutengdo do ninho, além do forrageamento e alimentacdo de castas
dependentes. Familias mais basais ndo possuem operarios e sim falsos operarios
(“pseudergates”) (Fig. 1), que constituem uma casta totipotente, com capacidade de se
diferenciar em individuos reprodutores, dependendo das condi¢des ambientais do ninho. Os
soldados também sdo apteros e estéreis, sendo responsaveis pela defesa da coldnia, ja que
possuem adaptacdes morfoldgicas e fisioldgicas para tal funcéo. Ja os reprodutores alados ou
imagos sdo aqueles individuos que iniciam uma colénia, e depois de estabelecida, como
fundadores do ninho, sdo conhecidos como reprodutores primarios. Contudo, 0s que substituem
0s priméarios em uma eventual morte, sdo denominados reprodutores secundarios (WILSON,
1971). Estes reprodutores secundarios podem se originar de operarios (ergatoides), ninfas
(ninfoides) ou de reprodutores alados (adultoides), sendo as duas primeiras formas
denominadas neoténicas (MYLES, 1999). Portanto, um reprodutor neoténico € um individuo
que amadurece o aparelho reprodutor sem alcangar a idade adulta (NOIROT, 1989). Em casos
excepcionais, e somente em cupins basais, podem aparecer soldados neoténicos (JOHNSON et
al., 2011). Diferente dos Hymenoptera, os cupins sdo insetos hemimetabolos e possuem
col6nias bissexuais (NOIROT, 1989; MATSUURA, 2010). Sendo assim, estagios imaturos e
de ambos 0s sexos sdo capazes de executar diferentes tarefas na colbnia, incluindo as

reprodutivas, por meio da diferenciacdo de reprodutores neoténicos (NOIROT, 1989).

1.2. Diferenciacéo das castas

O desenvolvimento das castas em cupins pode ocorrer de duas formas: diferenciacao
linear e bifurcada. Na diferenciacdo linear (Fig. 1), existe uma casta totipotente, que €
denominada falso operario (“pseudergate”). Esta casta pode sofrer mudas estacionarias ou se
diferenciar em ninfas, as quais continuam sofrendo mudas até se tornarem alados, ou estas
ninfas podem sofrer mudas regressivas, voltando ao estagio de pseudergate (ROISIN; KORB,
2010). Assim, o desenvolvimento de castas em espécies que adotam a diferenciacao linear é
plastico e uma muda irreversivel ocorre somente em estagios tardios do desenvolvimento. Os
fatores que determinam o tipo de diferenciagdo em falsos operarios (“pseudergates”) sao

principalmente ambientais, tais como temperatura, oferta de alimento, acdes de feroménios e
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interacbes sociais com companheiros do ninho (NOIROT; BORDEREAU, 1991;
WATANABE et al., 2014). A alteracdo na sintese de horménio juvenil (JH) é um dos principais
responsaveis pela diferenciacdo de castas em insetos sociais e desempenha grande influéncia
nas diferentes transformacdes sofridas por pseudergates em cupins (CORNETTE et al., 2008).

W

R Lo,

%»@»&0«0»0
el /g\ - — R0

Figura 1. Padrdo de desenvolvimento linear de castas. A larva se diferencia em um instar
larval tardio, conhecido como pseudergate. Este individuo € totipotente, podendo se
diferenciar em outras castas ou sofrer mudas estacionarias (Adaptado de GRASSE, 1982).

A segunda forma de desenvolvimento consiste na diferenciagdo “bifurcada” (Fig. 2),
onde ocorre separacdo precoce e irreversivel entre as linhagens aptera e reprodutiva (ROISIN,
2000; HARTKE; BAER, 2011). Aproximadamente 80% das espécies de cupins apresentam
desenvolvimento de castas bifurcado, sendo que a grande maioria da prole sofre uma muda
irreversivel para a linhagem aptera e estéril, compondo os operarios verdadeiros e os soldados
(ROISIN, 2000; HAYASHI et al., 2007). Em contrapartida, uma parte menor da prole se
diferencia na linhagem reprodutiva, a qual também ¢é irreversivel e caracterizada pelo
desenvolvimento gradual de asas, olhos e 6rgéos reprodutores (MAEKAWA et al., 2008). O
padrdo bifurcado de desenvolvimento e, consequentemente, o surgimento de operarios
verdadeiros aparece como uma condicdo derivada em cupins, ndo ocorrendo em espécies do
género Prorhinotermes (Rhinotermitidae) e nas familias Kalotermitidae, Termopsidae e
Serritermitidae, onde existem falsos operarios (BOURGUIGNON et al., 2009; ROISIN;
KORB, 2010, BARBOSA; CONSTANTINO, 2017). Na familia Termitidae, os operarios
sempre se diferenciam apas dois estagios larvais, exceto na subfamilia Macrotermitinae, onde

0s operarios sao precedidos de trés instares larvais (MILLER, 1969).
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Figura 2. Padrdo de desenvolvimento bifurcado de castas. A linhagem reprodutiva (ninfas
e alados) e a aptera (operarios e soldados) se diferenciam de modo irreversivel e precoce.
Os operérios sdo verdadeiros, podendo sofrer muda terminal para uma casta de defesa ou
para um reprodutor neoténico ergatoide (Adaptado de GRASSE, 1982).

De acordo com a origem, quantidade e o parentesco dos reprodutores em uma coldnia,
as sociedades de cupins podem ser classificadas como familias simples, nas quais todos 0s
individuos sdo filhos de um Unico casal real; familias estendidas, em que todos os individuos
descendem de reprodutores secundarios aparentados; e familias mistas, com mudltiplos
reprodutores ndo aparentados envolvidos nas tarefas reprodutivas (VARGO; HUSSENEDER,
2010). Uma vez que colbnias possuem sinais especificos, facilitando o reconhecimento de
companheiros de ninhos e intrusos, os custos e beneficios da fusdo de colbnias tém sido
investigada em diferentes insetos sociais (KRONAUER et al., 2010; KORB; ROUX, 2012). O
sucesso na fusdo de coldnias pode estar associado a baixa diversidade genética decorrente de
eventos como os “gargalos de garrafa”, os quais reduzem a discriminagdo entre companheiros
de ninho e individuos oriundos de outras colénias (GARCIA et al., 2003). No entanto, a fusdo
de coldnias com alta diversidade genética tambeém tem sido observada, indicando que outros
mecanismos estdo associados a tolerancia entre individuos de ninhos diferentes (ADAMS et
al., 2007; LUCHETTI et al., 2013).
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2. Revisdo bibliogréafica

A reproducéo das coldnias de cupins, geralmente, é funcéo do casal real, o rei e a rainha
(Figura 3), os quais sdo denominados reprodutores primarios (THORNE, 1996). A fundacdo de
um ninho ocorre logo apds o voo nupcial, um evento sazonal caracterizado pela liberacao de
alados das colbnias, os quais formam pares e procuram um local propicio para construir a
camara real (NUTTING, 1969; RAINA et al., 2007). Estes voos normalmente ocorrem em
sincronia com condicbes ambientais favoraveis, como periodos chuvosos e quentes
(MITCHELL, 2008). Além disso, a liberacdo de reprodutores alados pode ocorrer de forma
concomitante em colnias da mesma espécie, de modo a aumentar as chances de sobrevivéncia
destes alados e favorecer a diversidade genética das futuras colénias (WEESNER, 1960;
MITCHELL, 2007). Uma vez que a col6nia é estabelecida, o casal real desempenha cuidado
parental com a prole (ROSENGAUS; TRANIELLO, 1991; CHOUVENC; SU, 2017) e, quando
0S primeiros operarios aparecem, estes passam a cuidar dos ovos e dos individuos imaturos,
caracterizando um cuidado aloparental. A partir deste momento, os reprodutores primarios
investem energia exclusivamente na reproducdo, tornando-se dependentes dos operarios para
sobreviver (CHOUVENC; SU, 2017).

Figura 3. Reprodutores primarios de N. coxipoensis. O desenvolvimento da fisogastria é caracteristica
na rainha (ra), consequéncia do desenvolvimento dos ovarios, juntamente com sintese de tegumento e
expansdo da membrana artrodial. re = rei. Foto: Ana Maria Costa Leonardo.
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Em algumas espécies de Isoptera, a auséncia dos reprodutores primarios € precedida
pela diferenciacdo de reprodutores secundarios, os quais assumem as tarefas reprodutivas da
colbnia. Neste caso, estes individuos sao denominados “reprodutores de substitui¢ao”. Quando
ocorre a diferenciacdo de reprodutores secundarios ainda na presenca do casal real, é utilizado
o termo “reprodutores suplementares” para os referidos individuos (MYLES, 1999; ROISIN,
2000). Estes reprodutores secundarios podem se originar tanto de individuos imaturos, quanto
de adultos. No primeiro caso, os individuos sdo denominados “neoténicos” (Figura 4A-B), uma
vez que desenvolvem os 6rgaos reprodutores antes de atingirem a fase adulta, caracterizada por
uma muda imaginal (NOIROT, 1989; MYLES, 1999; ROISIN, 2000). Quando os reprodutores
secundarios se originam de alados, estes sdo conhecidos como “adultoides”, e distinguir estes

dos reprodutores primarios pode ser bastante dificil.

Figura 4A. Reprodutores neoténicos ninfoides de Silvestritermes eumigats B. Fémeas neoténicas
ergatoides amostradas em ninhos de Nasutitermes aquilinus. Foto A: lves Haifig. Foto B: lago Bueno
da Silva.

Os reprodutores neoténicos ergatoides sdo derivados de operarios e, por esta razdo,
mantém algumas caracteristicas morfol6gicas da casta operaria (MYLES, 1999; TORALES;
CORONEL, 2006). No entanto, o desenvolvimento de caracteristicas reprodutivas é evidente,
incluindo a maturagdo dos 6rgaos reprodutores, fisogastria (hipertrofia abdominal) nas fémeas
e, em alguns casos, a presenca de caracteristicas imaginais, como olhos e rudimentos de asas
(MIURA; MATSUMOTO, 1996; MIURA, 2001; ROISIN; KORB, 2010). De um modo geral,
0s reprodutores ergatoides sdo menos frequentes e menos férteis em comparacdo aos outros,
sendo rapidamente substituidos por reprodutores neoténicos ninfoides (derivados de ninfas) em
algumas especies (ROISIN, 1990).
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Reprodutores neoténicos foram descritos como originados de ninfas de 3°, 4° e 5°
instares (BARBOSA et al., 2012; HAIFIG; COSTA-LEONARDO, 2016; HELLEMANS et al.,
2017). Uma vez que as ninfas desenvolvem progressivamente algumas caracteristicas
imaginais, como os olhos e asas, 0s reprodutores neoténicos ninfoides retém estas estruturas
(MATSUURA, 2017). Comparados aos ergatoides, os ninfoides aparecem com mais
frequéncia, principalmente em espécies de Termitidae (EVANS, 2010). A diferenciagdo de
reprodutores neoténicos ninfoides € essencial em espécies de cupins que desenvolvem o sistema
reprodutivo conhecido como Sucessdo Assexual da Rainha (do inglés Asexual Queen
Succession — AQS). Neste processo, as rainhas alternam a forma de reproducéo, produzindo
parte da prole por partenogénese e parte por reproducgédo sexuada (MATSUURA, 2017). Todas
as fémeas geradas por partenogénese possuem predisposicdo genética para se diferenciarem em
fémeas reprodutoras secundarias ninfoides, as quais substituem a rainha primaria em sua
auséncia. Uma vez que as fémeas reprodutoras secundarias possuem somente informacao
genética materna, os genes da rainha se perpetuam na col6nia, mesmo apds sua morte
(MATSUURA et al., 2009). As outras castas continuam sendo geradas por reproducdo sexuada,
mantendo a diversidade genética dentro da colnia. O sistema AQS ja foi descrito em espécies
de Rhinotermitidae (MATSUURA et al., 2009; VARGO et al., 2012; LUCHETTI et al., 2013)
e Termitidae (FOURNIER et al., 2016; FOUGEYROLLAS et al., 2015, 2017; HELLEMANS
et al., 2016), sugerindo que este complexo mecanismo tenha evoluido de forma independente
entre as espécies que o adotam (DEDEINE et al., 2016, MATSUURA, 2017).

Os reprodutores adultoides s@o originados de imagos ou reprodutores alados. Estes
individuos perdem as asas e permanecem no ninho natal ao invés de sairem para 0 voo nupcial.
Conduto, como um reprodutor alado ja sofreu uma muda imaginal, os reprodutores adultoides
ndo sdo classificados como neoténicos (MYLES, 1999; ROISIN, 2000). Estes reprodutores sao
morfologicamente diferentes dos ergatoides e ninfoides, ao passo que sdo similares aos
reprodutores primarios. Assim como os reprodutores ninfoides, os adultoides ocorrem com
maior frequéncia entre as espécies de Termitidae, sendo, até agora, a tnica forma de reproducéo
secundaria observada nas subfamilias Apicotermitinae e Macrotermitinae (MYLES, 1999;
NEOH et al., 2010; BOURGUIGNON et al., 2016). Em casos excepcionais, como aqueles
verificados em cupins do género Zootermopsis, “soldados neoténicos” se diferenciam dentro
das coldnias, caracterizando uma terceira forma de reprodutores neoténicos (JOHNSON et al.,
2011).
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O aparecimento de reprodutores secundarios em uma coldnia pode ter um impacto
variado no crescimento populacional da mesma, assim como na taxa de endogamia e
variabilidade genética. Referente a estrutura genética, que envolve a origem e o parentesco entre
reprodutores, as familias de cupins podem ser classificadas como simples, estendidas ou mistas
(VARGO; HUSSENEDER, 2010). Familias simples sdo aquelas onde somente um casal de
reprodutores esta envolvido com a reproducdo, de modo que todos os individuos da coldnia s&o
filhos deste Unico casal. Por isso, a col6nia apresenta uma diversidade alélica de no maximo
quatro alelos, e somente um haplétipo materno € encontrado (ATKINSON; ADAMS, 1997a;
ROY et al., 2010; VARGO; HUSSENEDER, 2010; VARGO et al., 2013). Nas familias
estendidas, multiplos reprodutores aparentados sdo responsaveis pelas tarefas reprodutivas
(GOODISMAN; CROZIER, 2002; ATKINSON et al., 2008; PARMAN; VARGO, 2008).
Ainda que um méaximo de quatro alelos seja identificado nestas col6nias, cinco gendtipos
podem aparecer, decorrente de uma combinacdo de alelos inconsistente com a reproducéo
envolvendo somente dois individuos. Adicionalmente, um Unico haplétipo materno é
encontrado nestas col6nias (BULMER et al., 2001; VARGO, 2003). Ja as familias mistas séo
formadas por multiplos reprodutores ndo aparentados. As principais caracteristicas genéticas
destas coldnias sdo a presenca de mais de cinco alelos e a ocorréncia de mais de um haplétipo
mitocondrial, indicando diferentes linhagens maternas. Ademais, o indice de parentesco entre
os individuos tende a ser menor em familias mistas, resultando em uma maior diversidade
genética da prole (PARMAN; VARGO, 2008; HAIFIG et al., 2016). E importante ressaltar que
as familias estendidas recebem atencdo especial, visto que a ocorréncia de multiplos
reprodutores de mesma origem genética pode aumentar a taxa de endogamia dentro das
coldnias, além de reduzir a diversidade genética (GOODISMAN; CROZIER, 2002; VARGO;
HUSSENEDER 2010).

2.1. Estrutura reprodutiva em Termitidae

Termitidae é a familia mais diversa entre 0s cupins, com aproximadamente 2144
especies  distribuidas em  oito  subfamilias:  Apicotermitinae,  Cubitermitinae,
Foraminitermitinae, Macrotermitinae, Nasutitermitinae, Sphaerotermitinae, Syntermitinae e
Termitinae (CONSTANTINO, 2018). Esta diversidade de espécies é acompanhada por uma
estrutura reprodutiva variada, com uma tendéncia de diminui¢do da ocorréncia de reprodutores
neoténicos comparada aquela existente em outras familias (MYLES, 1999). Reprodutores
secundarios ja foram descritos em Termitidae, com excecéo das subfamilias Foraminitermitinae

e Sphaerotermitinae, as quais ndo foram contempladas com estudos de reproducéo.
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A reprodugdo sexuada é predominante entre os cupins, incluindo os Termitidae,
contudo, a ocorréncia de partenogénese ja foi descrita para algumas espécies desta familia,
estando esta forma de reproducao relacionado ao sistema AQS (FOUGEYROLLAS et al., 2015,
2017; FOURNIER et al., 2016; HELLEMANS et al., 2016) ou ndo (STANSLY; KORMAN,
1993). Além disso, os reprodutores neoténicos associados a partenogénese sdo sempre
ninfoides, sendo os operérios produzidos de forma sexuada visando manter a diversidade
genética da col6nia. Portanto, é pouco provavel que a diferenciacao de reprodutores ergatoides
em algumas coldnias esteja relacionada com um sistema reprodutivo similar ou igual ao AQS
(VARGO et al., 2012; HUANG et al., 2013).

Nos cupins da subfamilia Apicotermitinae, ndo ha registros de reprodutores neoténicos
em col6nias naturais ou incipientes (SANDS, 1972; BOURGUIGNON et al., 2016). O mesmo
ocorre em espécies da subfamilia Macrotermitinae, onde reprodutores derivados de operarios e
ninfas nunca foram coletados. Para ambas subfamilias, o desenvolvimento de reprodutores
adultoides parece ser a unica forma de substituicdo do casal real ja descrita na literatura
(NOIROQOT, 1956; MYLES, 1999; NEOH et al., 2010; BOURGUIGNON et al., 2016). No
entanto, estudos sobre a reproducdo ainda sdo escassos nestas subfamilias. Entre os
Cubitermitinae, reprodutores derivados de operarios s6 foram registrados em Cubitermes
severus, ao passo que algumas espécies desenvolvem reprodutores secundarios adultoides
(NOIROT, 1969; MYLES, 1999). O sistema reprodutivo é mais complexo entre as espécies de
Syntermitinae e Termitinae, tanto na ocorréncia de reprodutores secundarios (Figura 5), quanto
no desenvolvimento de mecanismos reprodutivos associados ao sistema AQS (COSTA-
LEONARDO et al., 1998; BARBOSA et al., 2012; FOUGEYROLLAS et al., 2015, 2017,
FOURNIER et al., 2016; HAIFIG et al., 2016; HELLEMANS et al., 2016). A partenogénese
telitoca, onde somente fémeas sdo geradas, foi descrita para as espécies Silvestritermes minutus,
Embiratermes neotenicus (Syntermitinae), Palmitermes impostor e Cavitermes tuberosus
(Termitinae) (FOUGEYROLLAS et al., 2015, 2017; FOURNIER et al., 2016; HELLEMANS
et al., 2016). Ja na subfamilia Nasutitermitinae, 0s mecanismos reprodutivos também sdo
variados, com descri¢do da ocorréncia de reprodutores secundarios, além de partenogénese e
outros fendmenos, tais como fusdo de coldnias e pleometrose, onde multiplos alados fundam o
mesmo ninho (THORNE, 1982; STANSLY, 1987; MYLES, 1999; ADAMS et al., 2007).
Ainda que a presente revisdo tenha sido mais direcionada ao género Nasutitermes, a ocorréncia

de reprodutores neoténicos ja foi descrita para outros géneros desta subfamilia, como
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Atlantitermes (FONTES, 1979), Lacessititermes (ROONWAL, 1970), e Constrictotermes
(CUNHA; BRANDAO, 2002).

Figura 3. Detalhe dos reprodutores neoténicos ninfoides em Silvestritermes euamignathus, espécie de
Syntermitinae que desenvolve estes reprodutores na auséncia do casal real. NN = neoténicos ninfoides,
0 = 0vo0s, op = operarios. Foto: lves Haifig.

2.2. O género Nasutitermes

Nasutitermes Dudley, 1890 compreende 257 espécies, sendo o género mais diverso
dentre os Isoptera (KRISHNA et al., 2013). O cenario taxonémico do género é complexo,
principalmente devido a problemas de identificacdo e mé4 interpretacdo da literatura. Assim, a
real diversidade de espécies ainda precisa ser objeto de estudo de futuras revisées taxondmicas
(CONSTANTINO, 2002a). De acordo com Pearce (1994), Nasutitermes spp. sdo encontradas
na maioria das regides biogeograficas do planeta, adaptando-se a diferentes ambientes,
incluindo florestas, campos abertos, monoculturas e ambientes urbanos (VASCONCELLOQOS;
MOURA, 2010; CARVALHO; CARVALHO, 2012; ACDA, 2013; OLIVEIRA et al., 2013;
SCHEFFRAHN et al., 2014). A diversificagdo de ambientes ocupados por espécies de
Nasutitermes reflete na variedade de ninhos construidos, os quais podem ser arboricolas ou em
monticulos, na regido Neotropical (COSARINSKY, 2005; LAFFONT, 2014).

Aproximadamente 78 espécies de Nasutitermes estdo distribuidas na regido Neotropical,
as quais desempenham um importante papel na ciclagem de nutrientes, fixacdo de nitrogénio e
producdo de serapilheira (MARTIUS, 1994; VASCONCELLOS; MOURA, 2010). Outra
importante funcdo ecoldgica dos Nasutitermes é o abrigo de diversas espécies de invertebrados
e vertebrados, os quais abrem cavidades nos ninhos, principalmente arboricolas, para se
refugiarem (BRIGHTSMITH, 2000; DECHMANN et al., 2009; LISBOA et al., 2013).
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Algumas espécies do género sdo classificadas como pragas na América do Sul
(CONSTANTINO, 2002b), e nos Estados Unidos, onde N. corniger foi introduzido por
acidente, causando severos danos estruturais e econdmicos, 0s quais podem alcancar

aproximadamente 10 milhGes de dolares em prejuizos nos proximos anos (ALVAREZ, 2016).

2.3. Estratégias reprodutivas em Nasutitermes

O género Nasutitermes é o mais estudado do ponto de vista reprodutivo entre 0s
Nasutitermitinae, incluindo analises de genética populacional e de estrutura reprodutiva em
Nasutitermes corniger e Nasutitermes nigriceps (ATKINSON; ADAMS, 1997a, b;
THOMPSON; HEBERT, 1998; ADAMS et al., 2007). No entanto, ainda que a maioria dos
estudos sejam direcionados a Nasutitermes, informacdes referentes a biologia reprodutiva estdo

disponiveis para menos de 10% das espécies.

Em relacdo a ocorréncia dos diferentes tipos de reprodutores, ndo ha um padrdo
estabelecido entre as espécies de Nasutitermes, as quais apresentam tanto reprodutores
primarios, quanto o desenvolvimento de secundérios, principalmente neoténicos ergatoides
(Quadro 1). Em alguns representantes, como Nasutitermes arborum e Nasutitermes exitiosus,
ndo ha registros de reprodutores neoténicos, ainda que nao seja possivel atribuir esta auséncia
a problemas de amostragem ou a uma condicdo das espécies (MYLES, 1999). Por outro lado,
a maioria das espécies estudadas possuem reprodutores secundarios (Quadro 1), os quais se
diferenciam na auséncia de reprodutores primarios ou durante a fundacao de col6nias satélites,
comum em espécies arboricolas, caso de N. corniger (NUTTING, 1969; MYLES, 1999;
THORNE et al., 1999). De acordo com Silva et al (dados ndo publicados), reprodutores
neoténicos ergatoides e os adultoides sdo os mais frequentes entre as espécies de Nasutitermes

estudadas, aparecendo em cerca de 37% destas.

Vale ressaltar a importancia da identificagdo da origem dos reprodutores secundarios
para inferir quais castas estdo associadas as atividades reprodutivas nas diferentes espécies.
Ainda que caracteristicas reprodutivas sejam manifestadas, como a fisogastria nas fémeas e o
proprio desenvolvimento do aparelho reprodutor, algumas caracteristicas morfoldgicas das
castas que precedem estes reprodutores secundarios sao mantidas. Nos reprodutores ninfoides,
por exemplo, o desenvolvimento gradual de olhos e asas nas ninfas faz com que os reprodutores
neoténicos ninfoides mantenham estas estruturas ap6s sua diferenciagdo (COSTA-
LEONARDO et al., 1999; MATSUURA, 2017). Nos reprodutores neoténicos ergatoides, 0s
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quais se diferenciam de operéarios desprovidos de olhos e asas, tais estruturas normalmente ndo
se manifestam (THORNE, 1984). No entanto, em algumas espécies de cupins, principalmente
do género Nasutitermes, o surgimento de olhos e brotos alares durante o desenvolvimento de
neoténicos ergatoides é comum, sugerindo que a maturacdo do aparelho reprodutor pode ativar
genes associados ao desenvolvimento de caracteristicas imaginais (NOIROT, 1985; MIURA,
2001) (Figura 6A-D). Em outros casos, a relagédo entre o desenvolvimento do aparelho
reprodutor o surgimento de olhos é descartada, conforme observado em Reticulitermes speratus
(MAEKAWA et al., 2008).

Figura 6. Reprodutores neoténicos ergatoides de Nasutitermes aquilinus. A. Fémea ergatoide
desprovida de caracteristicas imaginais. B. e C. Fémeas ergatoides com caracteristicas imaginais,
incluindo brotos alares (setas) e olhos (cabegas de seta). Observar o detalhe do olho (D). Escala: 1mm
(A, B e C), 0,5mm (D). Foto: lago Bueno da Silva.

2.4. Poliginia primaria e reproducéo secundaria em Nasutitermes spp.

Em diversas espécies, incluindo Nasutitermes spp., a ocorréncia de multiplas rainhas
em uma mesma col6nia pode ser consequéncia de diferentes processos, tais como a fuséo de
colbnias e a pleometrose (THORNE, 1982; ROISIN, 1993; ATKINSON; ADAMS, 19974;
MATSUURA; NISHIDA, 2001; ADAMS et al., 2007). No primeiro caso, reprodutores ndo
aparentados compartilham o mesmo ninho, decorrente da fusdo de colbnias distintas. Durante

este processo, as colonias podem ser receptivas ou nao para com intrusos, fato que reflete no
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sucesso desta fusdo (WALLIS, 1964). Alguns fatores ambientais podem contribuir para a fuséo
de coldnias, como eventos evolutivos do tipo “gargalo de garrafa”, os quais reduziram
drasticamente a diversidade genética entre populacGes de N. corniger, causando erro na
discriminacdo entre estas referidas populacdes (GARCIA et al., 2003). Em outras situacdes, a
alta diversidade genética dentro da mesma coldnia, e o consequente aumento na diversidade de
sinais quimicos, seriam as possiveis causas nos erros de reconhecimento entre individuos de

diferentes coldnias, facilitando a fusdo das mesmas (REEVE, 1989).

A pleometrose é um fenémeno que ocorre logo apds o voo nupcial, quando multiplos
reprodutores alados fundam o mesmo ninho e compartilham as tarefas reprodutivas. Este
fendmeno pode estar associado a condi¢cdes ambientais adversas, como a escassez de recursos,
nas quais a fundacdo de uma colénia por mais de um casal de reprodutores € vantajosa
(HACKER et al., 2005). A ocorréncia de maltiplas rainhas primarias em N. corniger parece ser
benéfica, para o crescimento populacional e da forca de trabalho, visto que ninhos com
maultiplas rainhas primarias crescem mais do que aqueles contendo um tnico casal (THORNE,
1982). No entanto, estudos recentes mostram que a pleometrose nao é uma estratégia vantajosa,
causando retardo tanto no desenvolvimento de col6nias incipientes, quanto na producdo de
descendentes (HARTKE; ROSENGAUS, 2013). Ainda que N. corniger seja uma espécie que
defende vigorosamente seu territério contra intrusos (ADAMS; LEVINGS, 1987), o
estabelecimento de coldnias mistas € comum e também pode ser explicado pela falta de
nepotismo entre operarios, 0s quais prestam assisténcia de maneira igual para sua mae e outras
rainhas do ninho (ADAMS et al., 2007; ATKINSON et al., 2008).

A emergéncia simultanea de reprodutores secundarios em Nasutitermes spp. € comum
em colonias orfas (MYLES, 1999) (Figura 7). Estes reprodutores podem contribuir de maneira
conjunta, ainda que a fecundidade entre eles possa variar, impactando diretamente a capacidade
das fémeas de colocar ovos, por exemplo (NOIROT; THORNE, 1988; ATKINSON; ADAMS,
1997a). Em colbnias de Nasutitermes princeps e Nasutitermes novarumhebridarum, a auséncia
do casal real é seguida do desenvolvimento de reprodutores adultoides e ergatoides,
respectivamente, os quais botam ovos ativamente (ROISIN; PASTEELS, 1986; 1987). Na
espécie Neotropical Nasutitermes coxipoensis, reprodutores secundarios adultoides também sédo
0s que executam as tarefas reprodutivas apos a morte do casal real e, em aproximadamente 20
semanas, as rainhas secundarias ja apresentam fisogastria conspicua e postura de ovos
(LEFEUVE, 1987). Fisogastria acentuada e producdo de ovos também sdo caracteristicas

observadas em fémeas ergatoides de Nasutitermes guayanae (denominada Nasutitermes
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columbicus por NOIROT; THORNE, 1988). De fato, a maioria dos estudos reprodutivos,
contemplando espécies do género Nasutitermes, se limitaram a descri¢cbes morfoldgicas, sem
uma abordagem molecular para desvendar a estrutura reprodutiva das coldnias e o impacto
genético dos reprodutores secundarios. Sendo assim, mais estudos Sd0 necessarios,
principalmente envolvendo espécies que desenvolvem reprodutores secundarios na auséncia do

casal real.

Figura 7. Mdltiplos reprodutores adultoides encontrados em um ninho de Nasutitermes corniger. Estes
reprodutores se assemelham aos primarios, visto que também derivam de imagos e possuem escama
alar. Foto: Ana Maria Costa Leonardo.

2.5. Impacto genético dos reprodutores secundarios

O uso de marcadores moleculares pode revelar estruturas reprodutivas variadas entre 0s
Isoptera, incluindo coldnias onde a auséncia do casal real resulta na diferenciagdo de maltiplos
reprodutores aparentados entre si (ATKINSON; ADAMS, 1997a; THOMPSON; HEBERT,
1998; ADAMS et al., 2007). Por outro lado, coldnias de cupins com multiplos reprodutores néo
aparentados foram identificadas com o auxilio de marcadores moleculares, sendo possivel a
classificacdo destas col6nias como familias mistas (ADAMS et al., 2007). A taxa de endogamia
tende a aumentar em col6nias formadas por multiplos reprodutores aparentados. No entanto, a
endogamia € maior ou menor dependendo do numero de reprodutores e de quantas geracoes
sdo formadas por estes (VARGO; HUSSENEDER, 2009; 2010). Adicionalmente, ainda que
em algumas vezes seja inviavel amostrar os reprodutores de uma col6nia de cupins, a analise
genética dos descendentes possibilita uma avaliacdo da estrutura genética da colénia (VARGO;
CARLSON, 2006; VARGO; HUSSENEDER, 2009; HAIFIG et al., 2016).
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O uso de marcadores moleculares mitocondriais e nucleares em espécies do género
Nasutitermes contribuem para elucidar a estrutura genética em algumas col6nias. A técnica de
“polimorfismo de conformacao de fita dupla” (DSCP) e o uso de marcadores microssatélites
foram aplicados em estudos genéticos com N. corniger, permitindo avangos no entendimento
acerca da biologia reprodutiva da espécie (ATKINSON; ADAMS, 1997a, b; ADAMS et al.,
2007). A metodologia DSCP permitiu identificar uma estrutura de familia mista em cerca de
25% das colbnias amostradas, devido a presenca de mais de um hapldtipo mitocondrial
(ATKINSON; ADAMS, 1997a, b). Ja os microssatélites permitiram identificar familias
estendidas e mistas, devido a quantidade e combinacdo dos alelos presentes nas coldnias
amostradas (ADAMS et al., 2007; ATKINSON et al., 2007). Outra espécie analisada utilizando
marcadores moleculares foi N. nigriceps, na qual Thompson e Hebert (1998) constataram a
ocorréncia de familias simples e estendidas em cerca de 5% dos ninhos desta espécie, por meio

de aloenzimas polimorficas.
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- Regido Reprodutores Tipos de familia A
Especie Zoogeggréﬁca segundérios (estugos moleculares) Referéncias
N. aquilinus Ergatoide Simples/Estendida Torales e Coroneléggs(g;)l,) Silva (observagdo
N. corniger Ergatoide/N_infoide/ Simples/I_Estendida/ Atkinson e Adams (1997a)_; _Adams et al (2007)
' Adultoide Mista Thorne e Noirot (1982); Roisin e Pasteels (1985)*
N. coxipoensis Neotropical Adultoide - Lefeuve (1987)
N. ephratae Adultoide - Thorne (1982)
N. guayanae Ergatoide Noirot e Thorne (1988)?
N. nigriceps - Simples/Estendida Thompson e Hebert (1998)
N. rippertii Adultoide - Andrews (1911) em Lefeuve (1987)
N. arborum Adultoide - Noirot (1956)
N. acutus Etiopica Ninfoide - Kemner (1934) em Noirot (1956)3
N. latifrons - - Sjostedt (1896) em Snyder (1949)
N. ceylonicus Ergatoide/Adultoide - Kemner (1934) em Myles (1999)
N. fuscipennis Ninfoide - Holmgren (1913) em Noirot (1956)
N. matangensis Oriental Ergatoide - Bathellier (1927) em Miura et al (2000)
N. regularis Ergatoide - Holmgren (1913) em Snyder (1949)
N. takasagoensis Ergatoide - Snyder (1949); Miura e Matsumoto (1996)
N. dixoni Australiana Ninfoide - Snyder (1949); Gay e Calab (1970)
N. exitiosus Adultoide - Hill (1942)
. : . Holmgren (1913) em Noirot (1956);
N. princeps Australiana/Papuana Adultoide - Roisin e Pasteels (1986)
N. novarumhebridarum Papuana Ergatoide - Roisin e Pasteels (1987)

L |dentificado como N. polygynus e N. costalis
2 |dentificado como N. columbicus
3 Noirot (1956) comenta que individuos ergatoides podem desenvolver caracteristicas de ninfoides
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2.6. Mecanismos reprodutivos e potencial praga em Nasutitermes spp.

Diferentes espécies do género Nasutitermes sdo classificadas como pragas de interesse
econémico tanto em areas urbanas quanto agricolas (CONSTANTINO, 2002b). Por exemplo,
N. corniger foi introduzido acidentalmente nos Estados Unidos, provavelmente através do
transporte de madeira infestada, e se tornou responsdvel por severos danos estruturais e
impactos ecoldgicos negativos no estado da Flérida (SCHEFFRAHN et al., 2002; 2014). Na
Ameérica do Sul, existem registros de alguns cupins nativos do género Nasutitermes como
pragas. Este é o caso de Nasutitermes aquilinus, o qual infesta plantacdes de eucalipto, ou o
proprio N. corniger, responsavel pela infestacdo de arvores frutiferas (BANDEIRA, 1998;
TORALES, 1998). No Brasil, esta espécie é considerada praga urbana em algumas regibes
(BANDEIRA et al., 1989; BANDEIRA, 1998; FONTES; MILANO, 2002). De acordo com
Bandeira (1998), espécies do género Nasutitermes sdo responsaveis por mais de 50% dos danos
estruturais causados em edificios na cidade de Belém-PA, alimentando-se de diferentes tipos
de madeira. Adicionalmente, em areas rurais, infestacdes em culturas de café e milho também
ja foram relatadas (SILVA et al., 1968; MILL, 1992). Na Amazonia, espécies arboreas, tais
como o Aracari (Macrolobium acaciifolium), o Inhamui (Ocotea cymbarum) e a Muiratinga
(Magquira coriacea), sdo frequentemente atacadas por cupins das espécies nativas Nasutitermes
surinamensis e Nasutitermes macrocephalus (ABREU; SILVA, 2000).

As estratégias reprodutivas adotadas por uma espécie com potencial praga tém um
importante papel na longevidade das coldnias, impactando o sucesso e a agressividade da
infestacdo. Ninhos poliginicos de N. corniger sdo maiores quando comparados aqueles com um
unico casal de reprodutores, resultado de um crescimento populacional maior e de uma
intensificacdo na forca tarefa da coldénia (THORNE, 1982). Em N. guayanae, ainda que as
colbnias normalmente sejam portadoras de reprodutores primarios, centenas de reprodutores
ergatoides ja foram amostrados em ninhos 6rfaos (NOIROT; THORNE, 1988). De acordo com
0S mesmos autores, estes neoténicos ergatoides eram reprodutivamente ativos, com fémeas

apresentando postura regular de ovos e espermatozoides em suas espermatecas.

2.7. A espécie Nasutitermes aquilinus
A espécie de cupim neotropical Nasutitermes aquilinus (Holmgren, 1910), foco
principal deste estudo, é encontrada em areas florestais tropicais, onde constroi ninhos
arboricolas. N. aquilinus esta distribuida especificamente nas regides tropical e subtropical do
Sudeste da America do Sul, incluindo o Brasil, Argentina e Paraguai (TORALES et al., 1997),
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onde h& registros de construcdo de ninhos desta espécie em diferentes espécies arboreas
(COSARINSKY, 2005). Assim como outras espécies do género, N. aquilinus apresenta
operarios com dimorfismo sexual, sendo as fémeas maiores que os machos. Devido a isto,
reprodutores neoténicos ergatoides machos e fémeas apresentaram tamanhos diferentes
(TORALES; CORONEL, 2006). De acordo com Torales e Coronel (2006), reprodutores
ergatoides em N. aquilinus ndo séo raros, ocorrendo em aproximadamente 20% das col6nias
estudadas. O desenvolvimento destes reprodutores pode ter um impacto positivo no
crescimento populacional e no potencial de infestacdo da espécie, considerada praga
oportunista (FONTES; MILANO, 2002) e frequentemente amostrada em culturas de eucalipto
(SILVA, observacéo pessoal).

Uma grande quantidade de reprodutores ergatoides ja foi encontrada em ninhos de N.
aquilinus (TORALES; CORONEL, 2006; TSANTARLIS, 2015) e, ainda que sua ocorréncia
também tenha sido reportada em outras espécies do género (THORNE; NOIROT, 1982;
ROISIN; PASTEELS, 1987; NOIROT; THORNE, 1988; MIURA; MATSUMOTO, 1996), a
maioria dos trabalhos se limitou a descricdo morfoldgica destes individuos (NOIROT;
THORNE, 1988; TORALES; CORONEL, 2006; TSANTARLIS, 2015). Sendo assim, ndo ha
informacdes acerca da influéncia dos reprodutores ergatoides na estrutura genética de colénias
de Nasutitermes, nem dados relacionados aos tipos de familia nas quais coldnias de N. aquilinus

sdo classificadas.
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3. Objetivos gerais

O objetivo deste estudo foi compreender as estratégias reprodutivas da espécie
Nasutitermes aquilinus, dando énfase para a diferenciacdo e influéncia de reprodutores
neoténicos ergatoides na colonia. Para tanto, as seguintes questdes foram levantadas:

e De que forma os reprodutores neoténicos ergatoides de N. aquilinus contribuem para a
dindmica populacional da col6nia? A formacao destes ergatoides tem influéncia na
producédo de alguma casta especifica em col6nias de N. aquilinus?

e Qual é o potencial reprodutivo dos reprodutores neoténicos ergatoides presentes em
ninhos de N. aquilinus?

e Quais sdo os mecanismos envolvidos na reproducdo de N. aquilinus e em qual

classificacéo suas colonias se encaixam: familias simples, estendidas ou mistas?
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4. Material e Métodos
4.1. Cupins: Onze ninhos da espécie Nasutitermes aquilinus (Holmgren, 1910) foram
coletados em Rio Claro, SP (22° 24° 43.9”S 47° 36’ 34.0”W), Sao Carlos, SP (21° 59 26.7”’S
47° 52° 58.3”W) e Corumbatai, SP (22° 13° 26.2”S 47° 38’ 26.1”W). Todos os ninhos foram
levados para o Laboratdrio de Cupins da Unesp de Rio Claro, onde foram abertos e as castas
amostradas (Figura 8/ Quadro 2). Fémeas ergatoides foram amostradas nos ninhos N2, N6 e
N11. A distancia entre os ninhos N2 (Rio Claro) e N6 (Sdo Carlos) era de 26km, enquanto a

distancia do ninho N2 para o ninho N11 era de aproximadamente 5m.

Figura 8A. Ninho de Nasutitermes aquilinus. B. Fémeas neoténicas ergatoides e operarios de
N. aquilinus. FE = fémeas ergatoides, op = operario. Fotos: lago Bueno da Silva.
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Quadro 2. Ninhos coletados, tipos de reprodutores encontrados e castas genotipadas

Ninhos  Local de coleta Reprodutores neoténicos Outras castas/ ovos

larvas*, operarios (9) e
soldados (8)

N1 Corumbatai/SP -

larvas*, operarios (15),

N2 Rio Claro/SP fémeas ergatoides (14) soldados (16)/ ovos* (>100)
. operarios (12), soldados (13) e

N3 Rio Claro/SP - ninfas (10)

N4 Rio Claro/SP - operarios (7) e soldados (4)
N operarios (10),

N5 Séo Carlos/SP - soldados (8) e ninfas (8)

larvas*, operarios (8), soldados

N6 Sao Carlos/SP ~ fémeas ergatoides (25) (12) e ninfas (7)

N7 Sé&o Carlos/SP - operarios (7) e soldados (10)
N8 Sé&o Carlos/SP - operarios (5) e soldados (6)
N9 Séo Carlos/SP - operérios (6) e soldados (7)
N10 Sé&o Carlos/SP - operarios (5) e soldados (9)

N1l Rio Claro/SP fémeas ergatoides (4) Operarios (6) e soldados (7)

- = reprodutores ausentes
Os numeros entre parénteses referem-se a quantidade de individuos amostrados por casta.
* Amostras ndo submetidas a analises moleculares

4.2. Morfologia externa e morfometria dos reprodutores: Fémeas ergatoides coletadas
nos ninhos N6 e N11 foram utilizadas nesta etapa, sendo que os parametros de morfologia
externa considerados foram: presenca de olhos e brotos alares. Na presenca de brotos alares, o
comprimento do broto anterior direito foi medido. A avaliacdo da fisogastria foi estimada
através do calculo do volume do abdémen, seguindo os métodos propostos por Roisin e Pasteels
(1986) e Costa-Leonardo et al (1998), considerando a largura do quarto tergito e 0 comprimento
entre o primeiro e o sétimo tergito. O peso fresco das fémeas ergatoides do ninho N11 foi
quantificado utilizando uma balanga de precisdo A&D HR-200. Todos as observagoes
morfologicas e medidas foram realizadas com auxilio de um estereomicroscopio Zeiss
Discovery V8, por meio do software ZEN 2. Uma correlacdo entre comprimento do broto alar

anterior direito e volume abdominal foi conduzida entre todas as fémeas. Para tanto, as amostras
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foram submetidas ao teste de Shapiro-Wilk para normalidade e posterior correlagéo de Pearson.
Todos as analises estatisticas foram conduzidas utilizando o software R v3.0.2, (R Foundation

for Statistical Computing, Vienna, Austria).

4.3. Histologia: Para avaliar o estdgio de desenvolvimento e maturacdo do sistema
reprodutor, seis fémeas ergatoides foram submetidas a histologia, sendo quatro provenientes do
ninho N6 e duas do ninho N11. Para tanto, abdomens de fémeas ergatoides foram fixados em
FAA (Formaldeido 40%, Acido acético glacial, Alcool absoluto, 1:1:3) durante 24 horas e,
posteriormente, desidratados em uma bateria crescente de etanol (70% a 95%) tendo, cada
banho, 45 minutos de duragdo. As amostras foram transferidas para solucédo de resina de
infiltracdo (Leica) e mantidas em geladeira por 7 dias. Os abdomens foram posicionados
verticalmente em historesina (Leica), juntamente com catalisador, para polimerizacdao em estufa
a 37°C. Seccgdes de 3um foram obtidas em micrétomo Leica RM2245, colocadas em laminas
de vidro e coradas com azul de toluidina/fucsina. As Iaminas foram fotografadas com auxilio
de microscépios Leica ICC50 e Zeiss Axioskop 50. A classificacdo dos ovdcitos foi realizada
de acordo com Grandi et al (1988).

4.4. Andlises genéticas: Para quantificar a diversidade genética das colbnias e
estabelecer a origem e parentesco entre neoténicos ergatoides, marcadores mitocondriais e de
microssatélites foram utilizados. O DNA total de 43 neoténicas ergatoides e 215 imaturos
(operarios, soldados e ninfas) foi extraido da cabeca e do térax destes individuos, utilizando
Kits para extracdo (Wizard Genomics - PROMEGA). As amostras obtidas foram diluidas em
H>O Milli-Q até atingirem a concentracdo de 10ug/ml, e estocadas a -4 °C.

4.4.1. Selecdo de primers: Treze primers foram desenhados exclusivamente para N.
aquilinus. Para tanto, uma amostra de DNA obtida a partir de um pool de 7 operarios foi
sequenciada utilizando o sequenciamento de alta precisdo MiSeq V3 (Illumina®). As sequéncias
(“reads”) obtidas foram organizadas em contigs utilizando o programa SparseAssembler. As
contigs foram analisadas para a presenca de microssatélites no programa Msatcommander®.
Apos este procedimento, foram selecionadas 118 regides contendo microssatélites com
repeticdes de trinucleotideos, para as quais foram desenhados 13 pares de primers no programa
Primer 3. A otimizacao dos marcadores mostrou que somente um marcador (Na2296) era viavel
para conduzir as analises genéticas pretendidas. Para aumentar a quantidade de marcadores

utilizados no estudo, oito loci de microssatélites de Nasutitermes corniger (ATKINSON et al.,
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2007), oito de Velocitermes heteropterus (LIMA et al., 2013) e 12 de Silvestritermes
euamignathus (HAIFIG et al., 2016) foram testados com amostras de DNA de operéarios de N.
aquilinus. No total, além do locus Na2296, mais quatro loci se mostraram polimorficos para a

conducéo do estudo (Quadro 3).

Quadro 3. Primers desenhados para loci de microssatélites e selecionados para analises com
Nasutitermes aquilinus.

Loci Primers Repeticbes Ta (°C) Fonte

F: GATCACTGTTGGTTCAAGAGA .
NCOr3 L A TGATACACCCAAATGAAATG (TAA)2 55 Atkinson et al (2007)

F: ACACCCCTCTATCCGCAAAA

R: AGGTGAAAGAACAGGCCCTT
F: ACTATTCCAGTGGCTCCAA .
Vh19-1 R: GGCTTCACATCTCOCAAT (ATT)12 59 Lima et al (2013)
F: GCAAACATGACCACAAGCAG
R: GGTTCACCCTTCTGTATCGAAT

F: ACTGAACGAGTTGTCTGCAA

Se5 R GGTTTCTTCCATGACCACCA ~ (ATCk 55 Haifig et al (2016)

F: forward; R: reverse; Ta — temperatura de anelamento em °C.

Na2296 (ATT)20 53,4 presente estudo

Vh22-1 (ATT)4 59 Lima et al (2013)

4.4.2. Ampliacédo por PCR: O DNA das amostras foi submetido a reacdes em cadeia
da polimerase (PCRs) para amplificacdo dos loci de microssatélites. O volume total de cada
reacdo de PCR foi de 12 pL, contendo DNA 10ug/ml, H2O Milli-Q, dNTPs 5mM, Taq
polymerase 5U/uL, primer Reverse 100uM, primer Forward 100uM (com marcador M13),
MgCl20,5 Mm e tampao NHs 10XPCR. O produto de PCR foi analisado em gel de agarose 1%
para verificar se o tamanho do amplicon era condizente com o esperado a partir da sequéncia
pela qual o marcador foi desenhado.

Para os primers marcados com M13 (Na2296, Vh19-1, Vh22-1, Seb), o pragrama de
PCR seguiu as seguintes etapas: 95°C por 4 minutos, 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, T°C
de anelamento especifica para cada primer por 30 segundos e 72°C por 30 segundos; 72°C por
3 minutos e 4°C por tempo indeterminado. Para o primer Ncor3, o qual ndo possuia marcacao
com M13, o programa de PCR seguiu as seguintes etapas: 95°C por 4 minutos, 35 ciclos de
94°C por 30 segundos, 55°C por 35 segundos e 72°C por 30 segundos; 12 ciclos de 94°C por 30
segundos, 53°C por 45 segundos e 72°C por 45 segundos; 72°C por 20 minutos e 4°C por tempo
indeterminado. Para as rea¢es de PCR utilizando primers de Ncor3, o flu6foro FAM 10pmol

foi adicionado.
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4.4.3. Genotipagem: Os produtos da PCR foram analisados em ABI 3500 Genetic
Analyzer. Para tanto, as reag0es foram desnaturadas com formamida Hi-Di™ a 95°C por 5
minutos. A deteccdo dos alelos foi feita por eletroforese capilar, originando graficos com picos
de luminescéncia e possibilitando a genotipagem. Os alelos foram detectados e quantificados
utilizando o software Geneious (Biomatters Limited). As analises estatisticas foram conduzidas
com o pacote FSTAT (GOUDET, 2002), estimando F-statistics e o indice de parentesco dentro

das colonias.

4.4.4. Sequenciamento e identificagdo de hapldtipos mitocondriais: Amostras de
DNA de 43 fémeas ergatoides provenientes de trés ninhos (N2, N6 e N11) foram utilizadas para
identificar os haplétipos maternos nestas reprodutoras. O DNA foi amplificado utilizando um
par de primers para o0 gene mitocondrial COl em reacdes de PCR (Forward:
ATGGCAGATTAGTGCAATGG; Reverse: GTTTAAGAGACCAGTACTTG), as quais
continham um volume total de 15uL, contendo DNA 15ug/ml, H>O Milli-Q, dNTPs 5mM, Taq
polymerase 5U/uL, primer Reverse 100uM, primer Forward 100uM, MgCl2 0,5 Mm e tampéo
NHs 10XPCR. O programa de PCR utilizou as seguintes etapas: 95°C por 3 minutos, 35 ciclos
de 95°C por 1 minuto, 45°C por 1,30 minutos e 72°C por 2 minutos; 72°C por 5 minutos e 4°C
por tempo indeterminado. O produto da PCR foi analisado em gel de agarose 1% para
identificagdo de bandas de amplicon, purificado utilizando o reagente ExoSAP-IT™ e
submetido a um sequenciamento padrdo (Macrogen Inc). As sequéncias obtidas foram editadas
e alinhadas utilizando o software Geneious (Biomatters Limited), de modo a identificar o

namero de hapl6tipos mitocondriais compartilhados pelas fémeas neoténicas ergatoides.
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5. Resultados
5.1. Morfologia externa e morfometria dos reprodutores: As fémeas neoténicas
ergatoides, amostradas nos ninhos N6 e N11, apresentaram variacdo nas caracteristicas

imaginais, como presenca e auséncia de brotos alares e olhos (Figura 9).

Figura 9A. Fémeas ergatoides coletadas do ninho N6 de Nasutitermes aquilinus. A. Fémea
ergatoide com fisogastria menos desenvolvida. B. Fémea ergatoide com fisogastria conspicua.
Caracteristicas imaginais, tais como olhos e brotos alares (setas) ocorrem em reprodutores
ergatoides. Escala = 1mm. Fotos: lago Bueno da Silva.

A fisogastria também variou entre as neoténicas ergatoides coletadas nos ninhos N6 e
N11 (Figura 10). As amostras do ninho 11 apresentaram, em média, maior volume abdominal
em comparacgao com as fémeas do ninho N6 (x =20.05e x = 12.9, respectivamente). Uma
menor variacdo na fisogastria também foi observada entre fémeas ergatoides do ninho 11 em

relagdo aquela encontrada entre fémeas ergatoides do ninho N6 (Figura 10).
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Figura 10. Variagdo da fisogastria entre fémeas ergatoides de N. aquilinus dos ninhos N6 e
N11. v = volume abdominal, cinza escuro = amostrados do nino N6, cinza claro = amostras do
ninho N11.
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A tabela 1 compila os dados morfologicos e morfométricos encontrados em fémeas
ergatoides dos ninhos N6 e N11. De acordo com o teste de Pearson empregado com as medidas
do broto alar anterior direito e volume abdominal, houve uma correlacdo moderada entre estas
caracteristicas nas 25 fémeas analisadas no ninho N6 (r=0.6528, p<0.05, gl=23). Desta forma,
é sugerido que a maturacao das estruturas reprodutivas, caracterizada pelo desenvolvimento da
fisogastria, esta significativamente associado ao surgimento de caracteristicas imaginais nestas
fémeas (Figura 11). No entanto, ndo houve correlacdo entre as caracteristicas imaginais e 0
desenvolvimento abdominal entre fémeas do ninho N11, principalmente devido ao fato de que
algumas fémeas ndo possuiam brotos alares, mesmo apresentando fisogastria acentuada
(p>0.05).

borot alar (mm)

0.0

8 10 12 14 16 18 20 22

v de fémeas ergatoides (mm?)

Figura 11. Correlag&o entre comprimento do broto alar anterior direito e fisogastria em fémeas
ergatoides coletadas no ninho N6.
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Tabela 1: Caracteristicas morfologicas e morfométricas das fémeas neoténicas ergatoides

amostrados nos ninhos N6 e N11

. . Comprirpento Volume abdominal Comprimento (.jo Largura Presenca
Ergatoide  Ninho do abdémen (mm?)/ peso (mg) brot_o a_Iar anterior da cabeca de olhos
(mm) direito (mm) (mm)
1 N6 4.60 16.4 0.50 1.25 -
2 N6 4.05 15.36 0.35 1.30 -
3 N6 4.25 17.86 0.13 1.35 +
4 N6 5.28 21.5 0.4 1.30 +
5 N6 4.25 17.1 0.55 1.28 +
6 N6 3.15 11.75 0.28 1.29 +
7 N6 4.48 14.6 0.27 1.24 +
8 N6 4.3 14.35 0.23 1.26 +
9 N6 3.25 9.1 0.127 1.25 +
10 N6 3.10 8.0 - 1.30 -
11 N6 5.15 17.85 0.55 1.29 +
12 N6 3.35 8.4 0.128 1.28 -
13 N6 5.0 19.8 0.33 1.35 +
14 N6 3.55 13.7 0.27 1.35 +
15 N6 4.20 9.6 0.26 1.25 -
16 N6 3.0 10.0 0.22 1.26 +
17 N6 3.1 10.0 - 1.30 -
18 N6 3.7 12.3 - 1.29 +
19 N6 3.12 9.7 0.12 1.38 -
20 N6 2.85 8.1 - 1.28 +
21 N6 3.95 15.57 0.45 1.25 -
22 N6 3.1 8.72 0.25 1.30 +
23 N6 4.25 13.79 0.06 1.27 +
24 N6 3.25 10.0 0.25 1.25 +
25 N6 3.6 9.12 0.20 1.26 -
26 N11 5.12 15.24/ 35.8 - 1.25 +
27 N11 5.18 20.34/ 36.6 - 1.25 +
28 N11 6.8 27.12/ 39.8 0.13 1.30 +
29 N11 4.5 17.5/ 26.8 - 1.27 +

- = ausente, + = presente

5.2. Histologia: Nas fémeas neoténicas ergatoides de N. aquilinus, assim como em outras

espécies de cupins, o aparelho reprodutor é composto por dois ovarios, dois ovidutos, camara

genital, espermateca e glandulas acessorias. Cada ovario consiste de diversos ovariolos

panoisticos com ovocitos que iniciam seu desenvolvimento no apice e, progressivamente,

atingem estagios finais de maturacdo, caracterizado pela deposicdo de vitelo. A partir das

analises histoldgicas, foi possivel observar ovocitos em todos os estagios de desenvolvimento

presentes em fémeas neoténicas ergatoides de N. aquilinus. De acordo com a classificacdo de

Grandi et al (1988), foram verificados trés estagios de ovocitos localizados no apice dos ovarios,

classificados como pré-vitelogénicos, e trés mais basais, classificados como vitelogénicos.
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Ovacitos pré-vitelogénicos: Ovécitos no estagio | de desenvolvimento apresentaram uma
camada de células foliculares bastante achatadas, dispostas em uma Unica camada (Figura 12A).
Além disso, 0s ovacitos apresentavam nucleos e nucléolos proeminentes e auséncia de vitelo.
Ovacitos no estagio 11 foram caracterizados por um envoltério de epitélio folicular constituido
por células cubicas (Figura 12B). O nucleo se dispde na regido central e ha auséncia de vitelo.
Os ovacitos de estagio |11 eram maiores que os anteriores, e apresentaram um epitélio folicular
constituido por células colunares (Figura 12C).

Ovadcitos vitelogénicos: Os ovocitos de estagio IV foram caracterizados pela presenca de
um epitélio folicular também constituido por células colunares. Contudo, um inicio de
deposicao de vitelo foi observado nestes ovocitos, e a vesicula germinativa mostrou-se bastante
evidente ao redor do nucleo (Figura 12D). Estes ovécitos apresentaram menor quantidade de
vitelo se comparado aqueles dos estagios V e VI. No estagio V, o segundo vitelogénico, o0s
ovacitos apresentaram foliculo celular constituido por células cubicas (Figura 12E). Os
ovacitos de estagio VI sdo também denominados terminais, possuiam grande quantidade de
vitelo e mostraram maior tamanho. Adicionalmente, um epitélio folicular bastante achatado de

células escamosas estava disposto ao redor destes ovécitos (Figura 12F).
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Figura 12. Histologia dos ovocitos da fémea ergatoide 4 do ninho 6 de N. aquilinus. A. Sec¢édo
transversal de ovocitos de estagio | e parte de um ovdcito vitelogénico terminal. B. Sec¢édo
transversal de ovocitos de estagio Il com epitélio cubico de células foliculares. C. Secgédo
longitudinal de um ovacito de estagio 111 com epitélio colunar de células foliculares. D. Sec¢édo
transversal de um ovaocito de estagio 1V, no qual é possivel observar o inicio da deposic¢éo de
vitelo. E. Seccdo longitudinal de um ovdcito de estagio V, caracterizado pelo contetdo de vitelo
e epitélio folicular cubico. F. Secgdo transversal de um ovocito de estadgio VI (terminal) com
epitélio escamoso de células foliculares. Setas = epitélios foliculares, gv = granulos de vitelo.
Coloracédo: Azul de toluidina/fucsina. Fotos: lago Bueno da Silva.

As seccOes histologicas da espermateca indicaram a presenca de diversos
espermatozoides esféricos e aflagelados no lumen desta estrutura (Figura 13A). Além disso,
destacou-se a presenca de corpo gorduroso real, tecido caracteristico de rainhas fisogastricas,
uma vez que outras castas possuem corpo gorduroso normal (Figura 13B) (Quadro 4).
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Figura 13A. Seccdo transversal da espermateca da fémea ergatoide 2 do ninho 6 de N.
aquilinus. E possivel observar muitos espermatozoides esféricos e aflagelados no ltmen da
espermateca. B. Corpo gorduroso real caracteristico de rainhas. ee = epitélio da espermateca,
es = espermatozoides, cg = corpo gorduroso real. Coloracéo: Azul de toluidina/fucsina. Fotos:

lago Bueno da Silva.
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Quadro 4. Caracteristicas das fémeas ergatoides de N. aquilinus do ninho 6.

Fameas Ovacitos Corpo
. Ninho Espermateca vitelogénicos  gorduroso
ergatoides A
terminais real
1 N6 ndo observada 4 +
2 NG com 12 +
espermatozoides
3 N6 com 2 +
espermatozoides
4 N6 ndo observada 16 +
5 N11 ndo observada 20 +
6 N11 com 17 +
espermatozoides

N = ninho, E = ergatoides, + = presente, - = ausente

5.3. Genotipagem: De acordo com a genotipagem das amostras, cada col6nia estudada
apresentou um maximo de quatro alelos por locus, limitando a possibilidade de fusdo de
coldnias ou fundacédo de coldnias por multiplos reprodutores ndo aparentados. A quantidade de
alelos presentes por locus de microssatélites variou de dois a seis, sendo a maior variacdo
encontrada no marcador Ncor3, com seis alelos distribuidos entre as 11 col6nias amostradas
(Quadro 5). Com excecdo de N2, N3 e N6, todas as coldnias apresentaram de um a quatro
genotipos, sugerindo que estas col6nias foram fundadas por somente um casal de reprodutores,
0s quais atuam de forma exclusiva na reproducédo. Nas col6nias N2, N3 e N6, a quantidade de
gendtipos variou de um a seis, sugerindo a possivel formacao de familias estendidas, ou seja,
nas quais parte da prole é proveniente de reprodutores secundarios. Os quadros Al-All,
apresentadas como anexos, listam todos os alelos encontrados para os loci de microssatélites
nos diferentes ninhos de N. aquilinus. Ainda que a distribuigdo dos gendtipos fosse compativel
com a formacdo de familias simples e estendidas, a diversidade de alelos mostrou-se baixa
(Quadro 5).

De uma forma geral, as colonias estudadas mostraram baixo indice de endogamia (Fir
=-0.312+£0.192), e diferenciacdo genética moderada entre si (Fst = 0.164 + 0.069). Em relacdo
a seus companheiros de ninhos, individuos de N. aquilinus apresentaram baixo indice de
endogamia (Fis = - 0.578 + 0.104), sugerindo uma baixa atividade reprodutiva entre individuos
aparentados. O indice de parentesco encontrado entre companheiros de ninhos indicou que 0s
mesmos eram provenientes de uma anica linhagem parental (r = 0.496 + 0.080). Na col6nia

N11, a qual apresentou fémeas neoténicas ergatoides e possuia até quatro genotipos entre o0s
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loci de microssatélites, os companheiros de ninhos apresentaram diversidade genética
moderada entre si (Fis = - 0.546). Nas col6nias N2 e N6 (com ergatoides amostrados) e N3 (sem
ergatoides amostrados), as quais apresentaram mais de quatro genotipos entre os loci, o indice

Fis foi de -0.474, -0.549 e -0.530, respectivamente, indicando valores baixos para endogamia.

Quadro 5. Quantidade de alelos amostrados em diferentes colonias de N. aquilinus para os diferentes
marcadores microssatélites selecionados.

Loc MO N1 N2 N3 N4 N5 N6 N7 N8 N9 NI10 Ni1 Total*
Ncor3 3 4 4 3 3 2 3 3 2 2 2 6
Vh19-1 3 4 2 2 2 4 3 3 3 3 3 4
Vh22-1 3 3 3 2 2 3 2 2 2 2 2 3
Na229%6 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

Sed5 2 2 1 2 1 2 1 1 1 1 2 2

* Referente a diversidade alélica observada em todas as col6nias.

5.4. Sequenciamento e identificacdo de haplétipos mitocondriais: O sequenciamento
do gene COI evidenciou dois haplétipos mitocondriais em fémeas ergatoides de N. aquilinus.
As mutacGes ocorreram em duas regides do gene, conforme indicado no Quadro 6. O haplotipo
I ocorreu nas colénias N2 e N6, enquanto o haplétipo 2 foi exclusivo das amostras provenientes
da coldnia N11. Somente um haplétipo foi encontrado por coldnia, indicando que todas as
fémeas ergatoides de um mesmo ninho compartilhavam a mesma origem materna. A presenca
de um unico hapl6tipo materno na colénia N2, juntamente com geno6tipos inconsistentes para a
monogamia, sustenta a classificacdo desta colénia como uma familia estendida. O alinhamento

das amostras, executado com auxilio do software Geneious, consta nos anexos (Figura Al).

Quadro 6. Haplotipos do gene COI compartilhados entre reprodutoras neoténicas ergatoides de N.
aquilinus. Os numeros entre parénteses sdo referentes a quantidade de individuos amostrados por
coldnia.

o Posicdo do par de base alterado
Colbnia 334 319
N2 (14) T A
N6 (25) T A
N11 (4) A G
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6. Discussao

Os presentes resultados mostram a ocorréncia de reprodutores neoténicos ergatoides
com diferentes graus de fisogastria em col6nias de N. aquilinus. Entre os reprodutores
secundarios, os ergatoides sdo os menos frequentes, principalmente entre os Termitidae
(MYLES, 1999; ROISIN; KORB, 2010). O desenvolvimento destes reprodutores parece ser
facilitado em épocas em que as col6nias ndo possuem nem ninfas e nem imagos, uma vez que
estes neoténicos, derivados de operarios sdo rapidamente substituidos por neoténicos ninfoides
(ROISIN, 1990; COSTA-LEONARDO et al., 1998; MYLES, 1999; ROISIN, 2000). No
entanto, em espécies como Nasutitermes novarumhebridarum e Nasutitermes guayanae,
neoténicos ergatoides impedem a diferenciacdo de outros reprodutores, dominando a
reproducdo da col6nia por longos periodos (ROISIN; PASTEELS, 1987; NOIROT; THORNE,
1988). A fecundidade dos reprodutores ergatoides e a taxa de oviposi¢do é variada, embora
estes individuos sejam menos férteis do que reprodutores primarios e neoténicos ninfoides
(MYLES, 1999; ROISIN; KORB, 2010). Em estudos com N. novarumhebridarum, Roisin e
Pasteels, (1987) verificaram que a postura de ovos por fémeas ergatoides comecou somente seis
meses apos sua diferenciacdo de operarias. Dessa forma, ainda que caracteristicas sexuais se
desenvolvam em fémeas ergatoides, a oviposi¢cdo pode levar tempo para acontecer, tornando a
substituicdo de reprodutores primarios por individuos ergatoides muito menos eficiente quando
comparado com outros reprodutores secundarios (ROISIN; PASTEELS, 1986; LEFEUVE,
1987). Em alguns casos, estes reprodutores podem ndo atuar na reproducéo da colonia, como
em Silvestritermes euamignathus, no qual algumas caracteristicas reprodutivas estdo ausentes
nestes individuos, como estocagem de espermatozoides, maturacdo de ovarios e presenca de
corpo gorduroso real (COSTA-LEONARDO et al., 1998).

Em Nasutitermes, reprodutores neoténicos ergatoides podem ser machos ou fémeas,
decorrente de um dimorfismo sexual entre operarios (TORALES; CORONEL, 2006). Os
machos se desenvolvem a partir de operarios pequenos e as fémeas ergatoides a partir de
operarios grandes. As analises morfométricas mostraram que as fémeas ergatoides de N.
aquilinus apresentavam variacdo no grau de fisogastria. De acordo com Roisin and Pasteels
(1986), os quais avaliaram a fisogastria em fémeas adultoides de N. princeps, as variacdes
apresentadas entre as fémeas podem ser explicadas pelo tempo de diferenciacdo, com algumas
fémeas se diferenciando primeiro e, consequentemente, adquirindo maior fisogastria. Outra

explicacdo estd dentro do contexto social, ou seja, 0s operdrios podem alimentar
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diferencialmente as fémeas ergatoides, influenciando na fisogastria de individuos de mesma
idade.

Por meio da histologia, foi possivel constatar a presenca de espermatozoides no Iimen
da espermateca de fémeas ergatoides, indicando a ocorréncia de cépula envolvendo estas,
embora ndo tenham sido coletados reprodutores machos nos ninhos. Normalmente, devido ao
fato do reprodutor macho ser menor, este consegue escapar com mais facilidade durante as
coletas. A presenca de ovos somente foi constatada no ninho N2 de N. aquilinus, o qual
possivelmente € uma familia estendida. Contudo, pelas evidéncias histolégicas dos ovarios nas
fémeas ergatoides das colénias N6 e N11, é provavel que a cdmara de ovos foi perdida durante
a dissecgdo do ninho. Possivelmente, a fémeas ergatoides do ninho N11 estavam no inicio da
postura de ovos, o que é reforcado pelas analises genéticas, as quais ndo indicaram uma
ocorréncia de familia estendida nesta colénia. Outra hipotese é de que a prole destas fémeas
ergatoides ndo foi amostrada ou genotipada. De acordo com Elliot e Stay (2008), a
diferenciacdo de operarios em reprodutores neoténicos é influenciada pela sintese de hormonio
juvenil, o qual aumenta de maneira proporcional ao desenvolvimento de ovdcitos vitelogénicos.
No entanto, ha relatos de desenvolvimento prematuro e degeneracdo de ovdcitos, como em N.
corniger, comprometendo a reproducéo destas fémeas ergatoides (THORNE; NOIROT, 1982).
No entanto, este parece ndo ser 0 caso das fémeas ergatoides de N. aquilinus analisadas no
presente estudo. A presenga de corpo gorduroso real foi constatada em todas as fémeas
analisadas por meio de secc@es histologicas. Analisando o corpo gorduroso real em rainhas de
Termitidae, Han e Bordereau (1982) verificaram que este apresenta poucos granulos de lipidio,
diferente do corpo gorduroso de outros individuos do ninho, incluindo imagos e fémeas néo-
fisogastricas. Adicionalmente, o corpo gorduroso real apresenta células com uma grande
guantidade de reticulo plasmatico rugoso, atuando no metabolismo intermediario de proteinas
para 0s ovOcitos.

Noirot (1990) sugere que o grande nimero de neoténicos compensa a baixa fertilidade
destes, ocorrendo de maneira proporcional ao crescimento populacional e a extensédo do ninho.
Adicionalmente, a ocorréncia de maultiplos reprodutores em col6nias de insetos sociais
proporciona uma diminuicdo da longevidade destes, segundo modelos aplicados a formigas
(DYTHAM; TRAVIS, 2006; HEINZE; SCHREMPF, 2008). A quantidade de reprodutores na
mesma colbnia, assim como o nimero de geracfes produzidas por estes, pode influenciar a
diversidade genética intrapopulacional e a taxa de endogamia, principalmente quando o0s
reprodutores compdem familias estendidas (VARGO; HUSSENEDER, 2010). No presente

trabalho, todas as coldnias amostradas apresentaram quatro alelos, no maximo, o que poderia
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limitar a ocorréncia de familias mistas nas mesmas. Além disso, somente um haplo6tipo
mitocondrial foi evidenciado por colbnia, refor¢ando a suposicao feita por meio dos marcadores
microssatélites. O gene COI, juntamente com o COIl, sdo as ferramentas mitocondriais mais
frequentemente empregadas em estudos acerca da estrutura genética em colonias e populacdes
de cupins (VARGO; HUSSENEDER, 2010). A ocorréncia de diferentes haplétipos nestes
marcadores, ilustrando diferentes linhagens maternas, sugere a ocorréncia de familias mistas
(DEHEER; VARGO, 2008; LUCHETTI et al., 2013; HAIFIG et al., 2016). No entanto, DeHeer
e Vargo (2008), amostraram colonias mistas de Reticulitermes flavipes com hapl6tipos
idénticos ou com baixa diferenciacdo na regido do gene COIll, sugerindo que caracteristicas
associadas a heranga materna podem atuar na fusdo de col6nias. No presente estudo, fémeas
neoténicas ergatoides de trés col6nias de N. aquilinus apresentaram haplétipos similares, sendo
gue nas coldnias N2 e N6, o mesmo haplotipo foi encontrado, mesmo com os ninhos distantes
aproximadamente 26km. Por outro lado, a colonia N11, préxima do ninho N2
(aproximadamente 5m), apresentou haplotipo exclusivo, com alteracdo em dois pares de base.
Sendo assim, a distancia ndo parece ser um fator limitante na diversidade de haplétipos,
corroborando dados de DeHeer e VVargo (2008). No entanto, poucas altera¢es no gene COIl em
diferentes col6nias de refletem o carater conservado deste marcador em N. aquilinus, sendo que
diversas alteracdes em pares de base tornariam a diferenciacdo de familias mistas mais precisa.

Em relacdo aos loci de microssatélites, as colonias N2, N3 e N6 apresentaram gendtipos
inconsistentes com a reproducao envolvendo somente um casal de reprodutores, configurando
possiveis familias estendidas. Os marcadores de microssatélites apresentaram baixa diversidade
de alelos entre os ninhos, sendo que o marcador Ncor3 apresentou mais alelos entre estes, com
um total de seis. Em espécies invasoras, as quais tendem a apresentar baixa diversidade genética
devido a eventos de gargalo de garrafa, a ocorréncia de poucos alelos na populacdo pode
mascarar a ocorréncia de familias mistas (DRONNET et al., 2005). No entanto, em espécies
nativas ou introduzidas em regides isoladas geograficamente, as caracteristicas geneticas de
familias estendidas e mistas tendem a se manter normalizadas, com familias estendidas
apresentando uma baixa média de alelos por col6nias (entre 2 e 3) (PERDEREAU et al., 2015).
Ainda assim, a baixa diversidade de alelos encontradas nas coldnias de N. aquilinus pode
indicar que, nas colbnias genotipadas, os alelos eram mais conservados nos loci selecionados
como marcadores, de modo que a ocorréncia de familias mistas também pode ser mascarada
diante desta situacao.

A taxa de populagdes que apresenta estrutura reprodutiva estendida varia entre as
especies de cupins ja estudadas (VARGO; HUSSENEDER, 2010) e, em algumas investigacgoes,



Discusséo |45

100% das coldnias amostradas eram estruturadas desta forma, sugerindo que o cruzamento
entre reprodutores aparentados é parte do ciclo de vida das mesmas, resultando em queda na
diversidade genética dos individuos em relacdo a populacéo total (Fir > 0) (DRONNET et al.,
2005; ALDRICH; KAMBHAPATI, 2007; HUSSENEDER et al., 2008; LENIAUD et al.,
2010). Mesmo sendo classificadas como possiveis familias estendidas, as colénias N2, N3 e N6
mostraram baixa taxa de endogamia entre companheiros de ninho (Fis < 0), semelhante aos
valores encontrados em familias simples. Algumas explicacBes suportam a ocorréncia de
familias estendidas com um baixo indice de endogamia, como por exemplo a quantidade de
reprodutores aparentados e de quantas gerac6es sdo originadas por estes. Colonias com muitos
reprodutores e poucas geragdes endogamicas tendem a apresentar diversidade genética maior
em relacdo a encontrada para esta estrutura genética (VARGO, 2019). Baixos indices de
endogamia em colénias com mdaltiplos reprodutores aparentados também podem ser
consequéncia de ciclos simples de endogamia, 0s quais ndo causam reducdo na diversidade
genética intracolonial (THORNE et al., 1999). Por fim, se uma populacéo total apresenta poucas
col6nias estendidas em relacdo ao total de amostradas, a reducédo da diversidade genética a nivel
colonial ndo causa interferéncia significativa a nivel populacional, caracterizado pelo indice
Fir < 0 (VARGO, 2019). Na colénia N11 de N. aquilinus, os indices de endogamia e,
principalmente, as combinacdes de alelos se mostraram semelhantes as encontradas em
coldnias com estrutura de familia simples. Sendo assim, parece razoavel que estas fémeas ainda
ndo tiveram a sua primeira prole e sdo irmas dos individuos estéreis amostrados nas analises
genéticas. Outra explicacdo seria que a prole destas fémeas ergatoides ndo foi genotipada.

De acordo com Kitade et al (2011), a reproducéo envolvendo neoténicos ergatoides em
Reticulitermes é fundamental para o desenvolvimento de ninfas, sendo que esta casta ndo se
desenvolve de larvas geradas pela reproducdo envolvendo outros reprodutores. Em nossas
andlises, ndo houve relacdo aparente entre a reprodugdo envolvendo neoténicos ergatoides e 0
desenvolvimento de ninfas, visto que o ninho N5, o qual possuia ninfas, apresentou estrutura
genética consistente com a formacdo de familias simples, sem o desenvolvimento de

reprodutores secundarios.
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7. Consideracdes gerais

e As andlises histologicas do abdomen de fémeas ergatoides de N. aquilinus com
diferentes graus de fisogastria mostraram desenvolvimento do aparelho reprodutor, com
ovacitos em todos os estagios de ovogénese, incluindo estagios terminais, onde a deposi¢édo de
vitelo atinge as maiores proporgoes.

e Fémeas neoténicas ergatoides apresentam espermatozoides no lumen da
espermateca, fato que corrobora a ocorréncia de reprodutores machos nas colénias. Além disso,
estas fémeas possuem corpo gorduroso real, caracteristicos de rainhas, diferente do corpo
gorduroso normal presente em outras castas, o qual é rico em lipidios.

e As analises genéticas conduzidas no presente estudo mostraram que N. aquilinus
pode formar familias simples ou estendidas. No entanto, a baixa diversidade de alelos e as
poucas alteracBes no gene COI precisam ser destacadas, pois podem ter mascarado a formacao
de familias mistas.

e A auséncia de gendtipos associados a familia estendida na col6nia N11 de N.
aquilinus mostra que as fémeas ergatoides presentes nessa colénia poderiam estar em estagios
iniciais de oviposi¢do, ou que a prole proveniente destas ndo foi amostrada. Baseado nos
genotipos das amostras e no indice de parentesco (r = 0.496 + 0.080), é possivel concluir que
as fémeas ergatoides eram irmas das castas estéreis analisadas.

e As colbnias N2, N3 e N6 apresentaram estrutura genética semelhante ao de familias
estendidas. Porém, a diversidade genética manteve-se moderada entre as amostras, enquanto o
indice de endogamia permaneceu baixo. A baixa diversidade de alelos entre as coldnias pode
ter mascarado a formacdo de familias mistas, de modo que este cenario deve ser considerado
em futuras anélises conduzidas com N. aquilinus.

e Os resultados sugerem que reprodutores ergatoides de N. aquilinus ndo exercem
influéncia no desenvolvimento de ninfas, considerando a ocorréncia de ninfas tanto em ninhos

com multiplas fémeas ergatoides quanto naqueles onde somente um casal atuava na reproduc&o.
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Quadro Al: Castas do ninho N1 e os respectivos alelos presentes na colonia

64
N10p2 61
N10p3 64
N10p4 61
N10p5 61
N10p7 64
N10p8 61
N10p9 61
N10p10 = 64
N1S1 64
N1S2 61
N1S3 64
N1S4 64
N1S5 64
N1S7 64
N1S9 64
N1S10 64

67
64
67
64
64
64
64
64
64
64
64
64
67
67
67
67
64

Vh19-1

99 108
87 99
99 108
99 108
87 99
99 108
99 108
87 108
99 108
99 108
99 108
87 99
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108

Vh22-1

133
127
127
133
127
127
127
127
127
127
127
127
133
133
127
127

136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136

Na2296

66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66

162
162
162
162
162
162
162
162
162
162
162
162
162
162
162
162

207
207
207
195
207
207
207
195
207
207
207
195
207
207
195
207

207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207

Al e A2 =alelos, Op = operario, S = Soldado



Quadro A2: Castas do ninho N2 e os respectivos alelos presentes na colonia

N20p1
N20p2
N20p4
N20p5
N20p6
N20p7
N20p8
N20p9

N20p10

N20p11

N20p14

N20p15

N20p16

N20p18

N20p20

N2S1
N2S2
N2S4
N2S5
N2S6
N2S7
N2s8
N2S11
N2S13
N2S14
N2S15
N2S16
N2S17
N2518
N2519
N2520
N2E1
N2E2
N2E3
N2E4
N2E5
N2E6
N2E7
N2ES
N2E9
N2E10
N2E11
N2E12
N2E13
N2E14

Ncor3
64 88
64 64
64 64
61 64
61 64
61 76
64 64
64 88
64 64
61 64
64 64
64 76
64 76
64 64
64 88
61 64
64 76
64 76
64 64
64 64
61 64
64 64
61 64
64 64
64 64
64 64
61 64
64 64
64 64
61 64
64 76
61 64
61 64
61 64
61 64
61 64
61 64
61 76
61 64
61 76
61 64
61 64
61 64
61 64
61 64

Vh19-1

99 108
87 99
99 108
99 108
99 108
75 99
99 108
99 108
99 99
99 108
99 108
87 108
75 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
87 99
99 108
99 99
99 108
99 108
99 99
99 99
87 99
99 108
99 99
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 99
99 99
99 108
99 108
99 108
99 108

Vh22-1
127 136
133 136
127 127
127 136
127 136
127 136
136 136
127 136
127 136
133 136
127 136
127 136
127 136
127 136
127 136
127 136
127 136
127 136
127 136
127 136
127 127
127 136
136 136
127 136
133 136
127 136
136 136
127 136
127 136
127 136
127 136
127 136
133 136
127 132
133 132
133 136
136 136
127 132
127 136
127 136
127 136
133 136
127 132
136 136
133 136

Na2296

66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 66
66 162
66 162
66 162
66 66
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 66
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162

195
195
195
195
195
195
195
195
195
195
195
195
195
195
195
195
195
195
195
195
195
195
195
195
195
195
195
195
195
195
195
195
195
195
195
195
195
195
195
195
195
195
195
195
195

Anexos |60

207
195
207
207
207
195
207
195
195
195
207
207
207
207
195
207
195
195
195
195
207
195
207
195
195
207
195
207
207
195
207
207
207
207
195
195
195
207
207
207
207
207
207
207
195

Al e A2 = alelos, Op = operério, S = Soldado, E = ergatoide



Quadro A3: Castas do ninho N3 e os respectivos alelos presentes na colonia

N30p8
N30p10
N30p13
N30p15
N30p16
N30Opl7
N30p18
N30p19

N3S1
N3S4
N3S7

N3S10

N3S11

N3S12

N3S13

N3S14

N3S15

N3S16

N3S18

N3S19

N3S20

N3Ni2

N3Ni5

N3Ni8

N3Ni9
N3Ni10
N3Ni14
N3Ni16
N3Ni17
N3Ni18
N3Ni20

Ncor3
64 64
64 67
64 64
64 76
64 67
64 76
64 64
64 64
64 67
64 76
64 64
64 67
64 64
64 64
64 76
76 88
76 88
67 88
76 88
76 88
76 76
76 76
76 76
76 76
76 76
76 76
76 88
67 76
76 76
76 76
76 76
76 76
76 88
76 76
76 76

Vh19-1

99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108

Vh22-1

127
127
127
127
127
127
127
133
127
127
127
127
127
133
136
127
127
127
127
127
127
127
127
127
127
127
127
127
127
127
133
127
127
127
127

136
136
136
136
133
133
136
136
136
136
136
133
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136

Na2296

66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 66
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162

Se5

207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207

207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
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Al e A2 = alelos, Op = operério, S = Soldado, Ni = ninfa



Quadro A4: Castas do ninho N4 e os respectivos alelos presentes na colonia

N40p1
N40p2
N40p3
N40p5
N40Op6
N4Op7
N40p8
N4S3
N4S4
N4S7
N4S9

73
76
76
76
73
73
76
76
73
76
76

76
88
76
76
76
76
76
76
76
76
88

Vh19-1

99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108

Vh22-1
127 136
127 136
127 136
127 136
127 136
127 136
127 136
127 136
127 136
127 136
127 136

Na2296

66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162

195
195
195
195
195
195
195
195
195
207
207
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207
207
207
207
207
207
195
207
207
207
207

Al e A2 = alelos, Op = operario, S = Soldado



Quadro A5: Castas do ninho N5 e os respectivos alelos presentes na colonia

N5Ni11
N5Ni12
N5Ni13
N5Ni14
N5Ni15
N5Ni17
N5Ni18
N5Ni20

Ncor3
67 76
76 76
67 76
67 88
67 76
76 76
76 76
76 76
76 88
76 88
76 76
76 76
76 76
76 76
76 76
76 88
76 88
76 88
76 76
76 76
76 76
76 76
76 88
76 88
76 88
76 88

Vh19-1

99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108

Vh22-1
127 136
127 136
127 136
127 136
127 136
127 136
127 136
127 136
127 136
127 136
127 136
127 136
127 136
127 136
127 136
127 136
127 136
127 136
127 136
127 136
127 136
127 136
127 136
127 136
127 136
127 136

Na2296

66
66
162
162
66
162
162
66
66
162
162
162
66
66
66
66
66
162
66
66
66
66
66
66
66

162
162
162
162
162
162
162
162
162
162
162
162
162
162
162
162
162
162
162
162
162
162
162
162
162

207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207

207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207

Anexos |63

Al e A2 = alelos, Op = operério, S = Soldado, Ni = ninfa.



Quadro A6: Castas do ninho N6 e os respectivos alelos presentes na colonia

N60p4
N60p6
N6Op7
N60p13
N60p14
N60p16
N60p17
N60p20
N6S2
N6S4
N6S5
N6S6
N6S7
N6S8
N6S9
N6S10
N6S11
N6S18
N6S19
N6S20
N6Ni3
N6Ni4
N6Ni5
N6Ni11
N6Ni12
N6Ni14
N6Ni16
N6E1
N6E2
N6E3
N6E4
N6E5
N6E6
N6E7
N6ES8
N6E9
N6E10
N6E11
N6E12
N6E13
N6E14
N6E15
N6E16
N6E17
N6E18
N6E19
N6E20
N6E21
N6E22
N6E23
N6E24
N6E25

Ncor3

76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88

Vh19-1

108
108
108
99

108
99

108
108
108
108
108
108
108
108
108
108
108
108
108
108
108
108
108
108
108
108
108
108
108
108
108
108
108
108

Vh22-1

127
133
127
127
127
127
127
127
127
133
127
127
133
127
127
127
133
127
127
127
127
127
127
133
127
127
127
127
127
127
127
127
127
127
127
127
127
127
127
127
127
127
127
127
127
127
127
127
127
127
127

136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
133
127
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
127
136
136
136
136
136
136
136

Na2296

162
162
162
162
162
66

162
162
66

162
162
66

66
66

66
162
162

66

162
66

162
162
162
162
162
66

162

162
162

207
207
195
207
207
207
207
195
207
207
207
195
207
207
195
207
207
195
195
195
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
195
207
195
207
207
195
195
207
207
207
195
195
195
207
207
207
207

Seb

207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207

Anexos |64

Al e A2 = alelos, Op = operario, S = Soldado, Ni = ninfa, E = ergatoide



QuadroA7: Castas do ninho N7 e os respectivos alelos presentes na col6nia

Ncor3

76 88

N70p3 76 88
N70p4 76 88
N70p5 76 88
N70p6 76 88
N70p7 76 88
N70p8 76 88
N7S1 76 76
N7S2 76 88
N7S3 73 88
N7S4 76 88
N7S5 76 88
N7S6 76 76
N7S7 76 76
N7S8 73 76
N7S9 76 76
N7S10 73 76

Vh19-1

99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108
87 99
87 108
87 108
87 108
99 108
99 108
87 99
87 108

Vh22-1

127
127
127
127
127
127
127
127
127
127
127
127
127
127
127
127

136
127
136
136
127
136
136
136
127
127
127
127
127
127
127
127

Na2296

66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66

162
66

162
66

66

162
162
162
162
162
162
162
162
162
162
162

207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207

207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207

Anexos |65

Al e A2 = alelos, Op = operério, S = Soldado



Quadro A8: Castas do ninho N8 e os respectivos alelos presentes na colonia

Ncor3

76 76

N8Op2 73 76
N8Op5 76 88
N8Op8 73 76
N8Op9 76 88
N8S2 76 76
N8S4 76 88
N8S5 76 88
N8S6 76 76
N8S7 76 76
N8S8 73 76

Vh19-1
87 99
99 108
87 99
87 99
87 99
87 99
87 99
87 99
87 99
87 99
87 99

Vh22-1

127
127
127
127
127
127
127
127
127
127

136
127
127
127
136
136
136
127
127
136

Na2296

66
66
66
66
66
66
66
66
66
66

162
162
162
162
162
162
162
162
162
162

207
207
207
207
207
207
207
207
207
207

207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
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Al e A2 = alelos, Op = operério, S = Soldado



Quadro A9: Castas do ninho N9 e os respectivos alelos presentes na coldnia

Ncor3

N9Op1l 76 76
N9Op2 76 76
N9Op7 76 88
N9Op8 76 88
N9Op9 76 76
N9Op10 76 76
N9S1 76 76

N9S2 76 76

N9S5 76 88

N9S6 76 76

N9S8 76 76

N9S9 76 76

N9S10 76 76

Vh19-1

87 99
87 108
87 99
87 99
99 108
99 108
99 108
87 99
87 99
99 108
99 108
87 99
87 99

Vh22-1
127 136
127 136
127 136
136 136
127 136
127 136
127 136
136 136
136 136
127 136
136 136
127 136
127 136

Na2296

66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162

207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207

207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
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Al e A2 = alelos, Op = operério, S = Soldado



Quadro A10: Castas do ninho N10 e os respectivos alelos presentes na colonia

N100p2
N100p4
N100p5
N100p7
N100p10
N10s1
N10s2
N10s3
N10s4
N10s5
N10s6
N10s8
N10s9
N10s10

Ncor3
76 88
76 88
76 76
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88

Vh19-1

99 108
99 108
87 99
99 108
87 99
99 108
87 99
99 108
87 99
87 99
87 99
87 99
87 99
87 99

Vh22-1
127 127
127 136
127 136
127 136
127 127
127 127
127 136
127 136
127 136
127 136
127 127
127 127
127 127
127 127

Na2296

66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162
66 162

207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207

207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
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Al e A2 = alelos, Op = operério, S = Soldado



Quadro All: Castas do ninho N11 e os respectivos alelos presentes na colonia

N110pl
N110p2
N110p4
N110p5
N110p8
N110p10
N11S3

N11S4
N11S5
N11S7
N11S8
N11S9
N11S10
N11E1
N11E2
N11E3
N11E4

Ncor3
76 76
76 88
76 88
76 88
76 88
76 88
76 76
76 76
76 88
76 88
76 88
76 88
76 76
76 88
76 88
76 76
76 88

Vh19-1

87 99
87 99
87 99
87 99
99 108
99 108
99 108
99 108
87 99
87 108
87 99
87 99
99 108
99 108
99 108
99 108
99 108

Vh22-1
127 127
127 127
127 127
127 136
127 127
127 127
127 136
127 127
127 127
127 127
127 127
127 127
127 136
127 136
127 136
127 136
127 136

Na2296

66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66

162
162
162
162
162
162
162
162
162
162
162
162
162
162
162
162

195
207
207
207
195
195
195
195
207
207
207
207
195
195
195
195

207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
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Al e A2 = alelos, Op = operério, S = Soldado, E = ergatoide
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Figura Al: Haplétipos mitocondriais identificados nas colénias N2, N6 e N11, os quais possuiam neoténicos ergatoides. Enquanto as fémeas
ergatoides coletadas dos ninhos N2 e N6 compartilharam o mesmo haplétipo, as do ninho N11 mostraram um haplétipo exclusivo. Pelo fato de
cada colbnia apresentar somente um haplétipo, é assumido que as fémeas ergatoides de cada coldnia compartilham a mesma origem materna. A.

Mutacdo no par de base 334. B. Mutacgdo no par de base 819.



